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(57) Abstract 

The invention concerns a process for producing peptide antigens marked with metal chelates; peptides which can be obtained using 
this process; and the use of the peptides in an immunoiogical detection proc ess. 

Die Erfindung betrifft cin Verfahren zur Hcrstellung von MetaUchelat-mariueiten Peptid- Antigenen. durch dieses Verfahren ethftlUiche 
Peptide sowie deren Verwendung in einem immunoiogischen Nachweisverfahrcn. 
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Metallchelat-markierte Peptide 
BESCHREIBUNG 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zux Her- 
stellung von Metallchelat-maLrkierten Peptiden, diirch dieses 
Verfahren erhSltliche Metallchelat-markierte Peptide sowie die 
Verwendung dieser Peptide in einem immunologischen Nachweisver- 
fahren. 

Der Nachweis von Immunglobulinen in Korperf lussigkeiten, ins- 
besondere in Humanseren, wird zur Diagnostik von Infektionen 
mit Mikroorganismen, insbesondere Viren, wie etwa HIV, Hepati- 
tis-Vircn, etc. verwendet. Das Vorhandenaein von spezifischen 
Iiraniinglobuliaen in der iintersuchten Probe wird ublicherweise 
dxirch Reaktion mit einem oder raehreren Antigenen, die mit den 
spezifischen Immunglobulinen reagieren, nachgewiesen. Verfahren 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen in der Probe- 
flussigkeit raussen sensitiv, zuverlassig, einfach und schnell 
sein. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend Nachweis syst erne auf 
Basis nicht-radioaktiver Markierungsgruppen entwickelt , bei 
denen das Vorhandensein eines Analyten, z.B. eines spezifischen 
Antikorpers, in der untersuchten Probe mit Hilfe optischer 
(z.B. Lumineszenz oder Fluoreszenz) , NMR-aktiver oder Metall- 
prazipitierender Detektionssysteme bestimmt werden konnte. 

EP-A-0 307 149 offenbart einen Immuntest fur einen Antikorper, 
bei dem zwei rekombinante Polypeptide als Antigene verwendet 
werden, von denen eines an einer festen Phase immobilisiert 
ist, und das ajidere eine Markierungsgruppe trSgt, wobei beide 
rekombinanten Antigene in unterschiedlichen Organismen expri- 
miert werden, um die Spezifitat des Nachweises zu erhdhen. 
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EP-A-0 366 673 offenbart ein Verfahren zum Nachweis von 
Antikorpern in einer Probe, bei dem ein Antikorper durch 
Reaktion mit einem gereinigten, markierten Antigen und dem 
gleichen gereinigten Antigen in einer Festphasen-gebtindenen 
Form nachgewiesen wird. Als Antigen wird beispielsweise humanes 
IgG offenbart. 

EP-A-0 386 713 beschreibt ein Verfahren zum Nachweis von 
Antik6rpem gegen HIV unter Verwendung von zwei festen TrSgem, 
wobei an beide festen TrSger verschiedene HIV-Antigene immobi- 
lisiert werden," die jeweils mit einem Aliquot einer Probe und 
einem markierten HIV-Antigen in Kontakt gebracht werden, wobei 
das Vorhandensein von Antikorpern durch eine positive Reaktion 
in mindestens einem der Tests nachgewiesen wird. Als HIV-Anti- 
gene werden rekombinant hergestellte Polypeptide offenbart. 

EP-A-0 507 586 beschreibt ein Verfahren zur Durchfuhrung eines 
immunologischen Tests fur ein spezifisches Iramunglobulin, bei 
dem eine Probe mit zwei zur Bindung des Immunglobulins fahigen 
Antigenen in Kontakt gebracht wird, wobei das erste Antigen 
eine zur Bindung an eineh festen Trager geeignete Gruppe trigt, 
und das zweite Antigen eine Markierungsgruppe trSgt. Die 
Markierungsgruppe kann eine direkte Markierungsgruppe sein, 
2.B. ein Enzym, ein Chromogen, ein Metallteilchen, oder auch 
eine indirekte Markierungsgruppe, d.h. die am Antigen ange- 
brachte Mark ieriings gruppe kann mit einem Rezeptor filr die 
Markierungsgruppe, der wiederum eine signalerzeugende Gruppe 
tragt, reagieren. Als Beispiel fur eine solche indirekte 
Markierungsgruppe wird ein Fluoresceinderivat genannt, desser 
Rezeptor ein Antikorper ist, der wiederum mit einem Enzyn 
gekoppelt ist. Als Antigene werden Polypeptide, wie etwa da£ 
Hepatitis B-Oberf lachenantigen offenbart. In dieses Antiger 
werden durch Derivatisierung SH-Gruppen eingefuhrt, mit denex 
das Fluorescein gekoppelt wird. 

EP-A-0 507 587 offenbart ein spezifisch zum Nachweis von Ig! 
Antikorpern geeignetes Verfahren, bei dem die Probe mit einer 
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markierten Antigen, das gegen den nachzuweisenden Antikorper 
gerichtet ist, und einem zweiten Antikorper, der ebenfalls 
gegen den nachzuweisenden Antikorper gerichtet und an eine 
Festphase bindefahig ist, inkubiert wird. 

EP-A-0 199 804 und EP-A-0 580 979 offenbaren ein immunologi- 
sches Nachweisverfahren unter Verwendung von Antigenen, die mit 
lumineszierenden Metallchelatgruppen, insbesondere mit 
Ruthenium- und Osmiumchelatgruppen markiert sind. Als Antigene 
werden Immunglobuline verwendet, die durch Reaktion mit 
afctivierten Metallkomplexen statistisch markiert werden. 

EP-A-0 178 450 offenbart Metallchelate, insbesondere Ruthenium- 
komplexe, an die ein immunologisch aktives Material, beispiels- 
weise Antikorper, gekoppelt werden kann. Die Kopplung erfolgt 
durch statistische Reaktion des immunologisch resdctiven 
Materials mit dem Metallchelat . 

EP-A-0 255 534 offenbart einen Lumineszenz-Irmnunoassay unter 
Verwendung eines Metallchelat-gekoppelten Antigens oder 
Antikorpers. Die Kopplung erfolgt beispielsweise durch stati- 
stische Reaktion eines Metallchelat -Aktivesterderivats mit 
einem Antikorper. 

WO 90/05301 offenbart ein Verfahren zum Nachweis und zur 
quant itativen Bestimmung von Analyten durch Elektrochemilumi- 
neszenz unter Verwendung von lumineszierenden Metallchelaten, 
die an (i) einen zugesetzten Analyten, (ii) einen Bindepartner 
des Analyten oder (iii) eine reaktive Komponente, die mit (i) 
Oder (ii) binden kcinn, gekoppelt sind. Die Lumineszenzmessung 
erfolgt nach Bindung der Metallchelate an aktivierte und 
gegebenenf alls magnetische Mikropartikel . 

Bei den aus dem Stand der Technik bekannten immunologischen 
Nachweisverfahren fur Antikorper werden ublicherweise Polypep- 
tid-Antigene verwendet, die meist durch rekombinante DNA- 
Methoden erzeugt wurden. Beim Einsatz derartiger Polypeptid- 
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Antigene ' konnen jedoch Probleme auftreten. So konnen rekom- 
binante Polypetide oft nur in Form von Fusionspolypeptiden 
erzeugt werden, bei denen der Fusionsanteil zu falsch positiven 
Resultaten im Test fuhren kann. Weiterhin zeigen durch rekom- 
binante Expression erzeugte Polypeptide oft eine nur geringe 
Stabilitat in der Probelosung und neigen zu Aggregation. Ein 
weiterer Nachteil ist, dafi oft keine selektive und reproduzier- 
bare EinfOhrung von Markierungsgruppen in solche Polypeptide 
moglich ist . 

Oberdies ist die Herstellung rekombinanter Pblypeptidantigene 
mit hohen Kosten verbunden und es konnen grSfiere Schwankungen 
in der inimunologischen Reaktivit&t bei verschiedenen Chargen 
rekombinanter Polypeptide auftreten. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Problem war 
somit die Bereitstellung eines Verfahrens, bei dem auf einfache 
und effiziente Weise Antigene fur imnnmologische Tests erzeugt 
werden konnen, wobei die Nachteile der aus dem Stand der 
Technik bekannten Antigene mindestens teilweise beseitigt 
werden. Weiterhin soil das Verfahren eine selektive und 
reproduzierbare Einfuhrung von Markierungsgruppen in die 
Antigene ermoglichen. 

Dieses Problem wird gelost durch ein Verfahren zur Herstellung 
von Metallchelat-markierten Peptiden, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, 

daS man ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an 
einer Festphase synthetisiert, 

wobei man (a) nach der Synthese ein aktiviertes lumineszie- 
rendes Metallchelat an die N-terminale primare Aminogruppe des 
Peptids koppelt, oder/und 

(b) wahrend der Synthese an mindestens einer Position des 
Peptids ein Aminos aurederivat einfuhrt, das kovalent mit einer 
lumineszierenden Metallchelat-Markierungsgruppe gekoppelt ist. 
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Die durch das erf indungsgemafie Verfahren hergestellten Peptide 
haben vorzugsweise eine Lange von maximal 50 Aminosauren, 
besonders bevorzugt von maximal 3 0 Aminosauren und eignen sich 
hervorragend fur immunologische Nachweisverf ahren, insbesondere 
zur Bestimmung von spezifischen Immunglobulinen. Uberraschen- 
derweise wurde f estgestellt , da& die durch das erf indungsgemafie 
Verfahren hergestellten Peptide trotz der Anwesenheit von 
sperrigen Metallchelat-Markierungsgruppen eine hohe AffinitSt 
und Spezif itat fur die nachzuweisenden Immunglobuline besitzen. 

Das erf induhgsgemi|£e verfahren ermogiicht die se-lektive 
Einfuhrung von Metallchelat-Markierungsgruppen, sowohl bezug- 
lich ihrer Lokalisierung als auch ihrer Anzahl, Bei der 
erf indiingsgemaSen Peptidsynthese besteht namlich die Moglich- 
keit, durch selektiven Einbau von Metallchelat-raarkierten 
Aminosaurederivaten diejenigen Positionen des Peptids gezielt 
auszuwahlen, an die eine Markierung eingefuhrt wird. Auf diese 
Weise wird eine bessere Reproduzierbarkeit und SensitivitSt von 
imm\ihologischen Tests erreicht, in denen die erf indungsgemaS 
hergestellten Peptide verwendet werden. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens ist, dafi 
durch die Verwendung von Peptid-Antigenen alle Antikorper- 
klassen, wie etwa IgG, IgM, IgE und IgA, erkannt .werden. Auch 
die Storanf alligkeit des Tests ist durch Verwendung def inierter 
kleiner und stabiler Antigene, die nicht zur Aggregation 
neigen, geringer. 

Die Metallchelate, die durch das erf indungsgemafie Verfahren an 
das Peptid gekoppelt werden, sind lumineszierende Metall- 
chelate, d.h, Metallchelate, die eine nachweisbare Lumineszenz- 
reaktion erzeugen. Der Nachweis dieser Lumineszenzreaktion kann 
beispielsweise durch Fluoreszenz- oder durch Elektrochemilumi- 
neszenzmessung erfolgen. Das Metall dieser Metallchelate ist 
beispielsweise ein Ubergangsmetall oder ein Seltenerdenmetall . 
Vorzugsweise ist das Metall Ruthenium, Osmium, Rhenium, 
Iridium, Rhodium, Platin, Indium, Palladium, Molybdan, Techne- 
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ticum, Kupfer, Chrom oder Wolfram. Besonders bevorzugt sind 
Ruthenium, Iridium, Rhenium und Osmium. Am meisten bevorzugt 
ist Ruthenium. 

Die Liganden, die zusammen mit dam Met all das Metallchelat 
bilden, sind ublicherweise Polydentat- Liganden, d.h. Liganden 
mit mehreren Koordinationsstellen . Polydentat -Liganden umfassen 
beispielsweise aromatische und aliphatische Liganden. Geeignete 
aromatische Polydentat -Liganden beinhalten aromatische hetero- 
cyclische Liganden. Bevorzugte aromatische heterocyclische 
Liganden sind N-haltige Polyheterocyclen wie etwa z.-E. Bipyri- 
dyl, Bipyrazyl, Terpyridyl und Phenanthrolyl . Diese Liganden 
konnen beispielsweise Substituenten wie etwa Alkyl, substitu- 
iertes Alkyl, Aryl, substituiertes Aryl, Aralkyl, Carboxylat, 
Carboxyaldehyd, Carboxamid, Cyano, Amino, Hydroxy, Imino, 
Hydroxycarbonyl , Aminocarbonyl , Amidin, Guanidinium, Ureid, 
schwefelhaltige Gruppen, phosphorhaltige Gruppen und die 
Carboxylatester von N-Hydroxysuccinimid umfassen. Das Chelat 
kann auch einen oder mehrere Monodentat -Liganden enthalten. 
Beispiele von Monodentat -Liganden umfassen Kohlenmonoxid, 
Cyanide, Isocyanide, Halogenide und aliphatische, aromatische 
und heterocyclische Phosphine, Amine, Stilbene und Arsine. 

Besonders bevorzugt wird das lumineszierende Metallchelat 
ausgewahlt aus Metallchelaten mit Bipyridyl- oder Phenanthro- 
lyl -Liganden. Beispiele geeigneter Metallchelate und ihre 
Herstellung sind in EP-A-0 178 450, EP-A-0 255 534, EP-A-0 580 
979 und WO 90/05301 beschrieben. Auf diese Offenbarung wird 
hiermit Bezug genommen. Am meisten bevorzugte Metallchelate 
sind Ruthenium- (bipyridyl) J- Chelate. Diese Chelate sind in Forrr 
von Aktivesterderivaten kommerziell erhaltlich, z.B. von Iger 
Inc. (Rockville, MD, USA) . 

GemaS Variante (a) des erf indungsgemaSen Verf ahrens erfolgt die 
Einfuhrung der Metallchelat-Markierxing in das Peptid nach 
Synthase der gewunschten Aminosauresequenz durch selektivf 
Reaktion der N-terminalen primaren Aminogruppe des Peptids mit 
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einem aktivierten Metallchelat , z.B. einem Metallchelat- 
Aktivesterderivat . Vorzugsweise findet die Kopplung des 
aktivierten Metallchelats vor der Abspaltung des Peptids von 
der Festphase und vor der Abspaltung von Schutzgruppen an 
rekativen Seitenketten der zur Peptidsynthese verwendeten 
Aminosaurederivate statt. 

Bei Variant e (b) des erf indungsgemaSen Verfahrens wird wahrend 
der Festphasensynthese ein Aminosaurederivat eingefuhrt, das 
kovalent mit einer lumineszierenden Metallchelat -Markierxangs- 
gruppe gekoppelt *i^t. Vorzugsweise ist die Metallchelat- 
Markierungsgruppe an eine Aminogruppe , insbesondere an eine 
primare Aminogruppe des Aminosaurederivats gekoppelt. Wenn die 
Markierungsgruppe wahrend der Synthese am Aminoterminus der 
Peptidsequenz eingefuhrt werden soil, kann das Metallchelat an 
eine freie Aminogruppe der N-terminalen Aminosaure gekoppelt 
sein, Wenn die Markierungsgruppe innerhalb der Sequenz einge- 
fuhrt werden soil, ist das Metallchelat vorzugsweise an die 
primare Aminoseitengruppe einer Aminosaure wie etwa Lysin oder 
Ornithin gekoppelt. Die Herstellung von Aminosaure -Metall- 
chelat-Derivaten kann beispielsweise durch Kopplung eines 
aktivierten Metallchelats, z.B. eines Metallchelat -Aktivester- 
derivats an eine freie primare Aminogruppe eines gegebenenf alls 
partiell geschutzten Aminosaurederivats erfolgen. In Fig. 1 ist 
ein bevorzugtes Metallchelat-gekoppeltes Lysinderivat gezeigt. 

Der Begriff "Aktivester" im Sinne der vorliegenden Erfindung 
umf afit aktivierte Estergruppen, die mit freien Aminogruppen von 
Peptiden unter solchen Bedingungen reagieren konnen, daS keine 
storenden Nebenreaktionen mit anderen reaktiven Gruppen des 
Peptids auftreten konnen. Vorzugsweise wird als Aktivesterderi- 
vat ein N-Hydroxysuccinimidester verwendet. Neben den N- 
Hydroxysuccinimidestern konnen auch analoge p-Nitrophenyl- ; 
Pentafluorphenyl-, Imidazolyl- oder N-Hydroxybenzotriazolyl- 
ester verwendet werden. 
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Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren wird das Peptid mit der 
gewiinschten Aminosauresequenz an einer Festphase, vorzugsweise 
mit einem konunerziellen Peptid- Synthesegerat (z.B. die Gerate 
A 431 Oder A 433 von Applied Biosystems) hergestellt. Die 
Synthese erfolgt nach belcannten Methoden, vorzugsweise ausge- 
hend vom Carboxyl terminus des Peptids unter Verwendung von 
Andnosaurederivaten. Vorzugsweise werden Aminosaurederivate 
eingesetzt, deren fur die Kupplung benotigte Amino -Endgruppe 
mit einem Fluorenylmethyloxycarbpnyl (Fmoc) -Rest derivatisiert 
ist . Reaktive .. Seiterigruppen der eingesetzten AminosSuren 
enthalten Schutzgruppen. die nach Beendigung der Peptidsyn these 
ohne weiteres abspaltbar sind. Bevorzugte Beispiele hierfiir 
sind schutzgruppen, wie etwa Triphenylmethyl (Trt) , t-Butyl- 
ether (tBu) . t-Butylester (OtBu) , tert . -Butoxycarbonyl (Boc) 
Oder 2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc) . 

Die Aminoseitenketten von Lysinresten oder anderen Aminosaure- 
derivaten mit primaren Aminoseitengruppen, die sich an Positio- 
nen des Peptids befinden. an denen eine Markierung eingefuhrt 
werden soil, sind gemaS Variante (b) kovalent mit einetr. 
Metallchelat gekoppelt. 

Neben den 2 0 naturlichen Arainosauren kann das Peptid auch 
artefizielle Aminosauren. wie etwa S-Alanin, y-Aminobutter- 
saure, € -Aminocapronsaure , Norleucin oder Omithin enthalten. 
Diese artefiziellen Aminosauren werden analog wie die naturli- 
chen Aminosauren fur die Synthese in geschutzter Form einge- 
setzt. 

GemaS Variante (a) des erf indungsgemaSen Verfahrens erfolgt 
nach Beendigung der Synthese die Einfuhrung der Metallchelat 
Markierung durch Umsetzung des vorzugsweise f estphasengebunde- 
nen Peptids mit dem jeweils gewunschten .aktivierten Metall 
chelat, das mit freien primaren Aminogruppen der N-terminale: 
Aminosaure des Peptids reagiert . Pro freie primare Aminogrupp 
werden vorzugsweise 1.5 bis 4 Aquivalente Aktivester einge 
setzt. Anschliefiend wird das Reaktionsprodukt , sofem erf order 
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lich, von der Festphase und den Schutzgruppen abgespalten, und 
dann auf gereinigt , vorzugsweise durch HPLC. 

Enthalt das Peptid noch Aininognippen , die mit einer zweiten 
Schutzgruppe , wie etwa Phenylacetyl , derivatisiert sind, so 
werden diese Schutzgruppen im letzten Schritt entfernt. Die 
Entfemung von Phenylacetylschutzgruppen kann beispielsweise 
enzymatisch mit iramobilisierter oder ISslicher Penicillin G- 
Amidase in wafiriger Losung mit organischem Solvensanteil bei 
Rauratemperatur erfolgen. 

Enthalten die durch das erf indungsgemafie Verfahren hergestell- 
ten Peptide eine intraraolekulare Disulfidbrucke, so kcom die 
Peptidsequenz nach Beendigung der Synthese, aber vor Abspaltung 
der N-terminalen Fmoc- Schutzgruppe der letzten Aminosaure, z.B. 
mit Jod in Hexaf luorisopropanol/Dichlormethan (Kamber und 
Hiskey in Gross E. und Meienhofer J,, The Peptide Academic 
Press, New York, 1981, Seiten 145 bis 147) an der Festphase 
oxidiert, und anschliefiend die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe 
abgespalten werden. 

Vorzugsweise wird ein Peptid synthetisiert , das einen immunolo- 
gisch reaktiven Epitopbereich, d.h. eine Antikorper-bindende 
Peptidsequenz, und einen Spacerbereich urafafit. Vorzugsweise 
wird mindestens eine Metallchelat-Markierung in diesem Fall an 
den Spacerbereich gekoppelt. Peptide, bei denen die Markierung 
im Spacerbereich angeordnet ist, zeigen oft eine bessere 
Sensitivit&t in immunologischen Tests. 

Der Spacerbereich, der vorzugsweise eine LSnge von 1 bis 10 
Aminosauren aufweist, wirkt stabilisierend und loslichkeitsver- 
mittelnd, da er vorzugweise Ladungen enthalt oder /und Wasser- 
stoffbrucken ausbilden kann. Aufierdem kann er die Bindung von 
mehreren, z.B. hochmolekularen Rezeptoren an das Metallchelat- 
markierte Peptid sterisch erleichtem. Die Aminosauren des 
Spacerbereichs werden vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe 
bestehend aus Glycin, fi-Alanin, 7-Aminobuttersaure, e -Amino- 
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capronsaure, Lysin und Verbindungen der Strukturf ormel NHj- 
[ (CHj) „0] x-CHj-CHj-COOH, worin n 2 Oder 3 ist und x 1 bis 10 ist . 
Weiterhin enthalt der Spacerbereich vorzugsweise mindestens 
teilweise artefizielle Arainosaurederivate . Der Spacerbereich 
ist vorzugsweise am Aminoterminus oder/\md Carboxyterminus des 
Peptids angeordnec. 

Durch das erf indungsgemafie Verfahren werden vorzugsweise 
Peptide synthetisiert . die einen Epitopbereich aus pathogenen 
Organismerx, z.E. Bakterien. Viren und Protozoen, oder aus 
Autoinunun-Antigfenen enthalten. Vorzugsweise stanmt der issnune- 
logisch reaktive Epitopbereich aus viralen Antigenen, z.B. den 
Aminosauresequenzen von HIVI, HIVII, HIV-Subtyp 0 oder Hepati- 
tis C-Virus (HCV) . 

Vorzugsweise werden HIVI-, HIVII- bzw. HIV-Subtyp 0-Epitope, 
aus den Regionen gp32, gp41 und gpl20 ausgewahlt. HCV-Epitope 
werden vorzugsweise aus der Core /Env- Region oder den Nicht- 
Strukturprotein-Regionen NS3 , NS4 oder NS5 ausgewahlt. 

Besonders bevorzugt wird der Epitopbereich von HIVI-, HIVII- 
oder HIV Subtyp 0-Aminosauresequenzen ausgewahlt aus der Gruppe 
der Aminosauresequenzen: 



NNTRKSISIG 


PGRAFYT 




(I) 


NTTRSISIGP 


GRAFYT 




(II) 


IDIQEERRMR 


IGPGMAWYS 




(III) 


QARILAVERY 


LKDQQLLGIW 


GASG 


(IV) 


LGIWGCSGKL 


ICTTAVPWNA 


SWS 


(V) 


KDQQLLGIWG 


SSGKL 




(VI) 


ALETLLQNQQ 


LLSLW 




(VII) 


LSLWGCKGKL 


VCYTS 




(VIII) 


WGIRQLRARL 


LALETLLQN 




(IX) und 


QAQLNSWGCA 


FRQVCHTTVP 


WPNDSLT 


(X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 unc 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. 
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Die Aminosaurensequenzen I bis III stammen aus der gpl20-Region 
von HIVI, die Aminosauresequenzen IV bis IX stammen aus der 
gp41-Region von HIVI und die Aminosauresequenz X stammt aus der 
gp32-Region von HIVII. Die Aminosauresequenzen I bis X sind 
weiterhin in den Sequenzprotokollen SEQ ID NO. 1 bis SEQ ID NO. 
10. dargestellt . Die Sequenzen V, VIII und X enthalten jeweils 
2 Cysteine, die vorzugsweise in Form einer Disulf idbrucke 
vorliegen. Vorzugsweise enthalten diese Sequenzen einen N- 
oder/und C-terminalen Spacer, wie oben definiert, der eine 
MeAallchelat-Markierung tr^gt. Gegebenenf alls koimen auch 
innerhalb des Epitopbereichs liegende Lysiiireste in markierter 
Form vorliegen. 



Der Epitopbereich von HCV-Aminosauresequenzen wird vorzugsweise 
ausgewahlt aus der Gruppe der Aminosauresequenzen: 

SRRFAQALPV WARPD (XI ) 

PQDVKFPGGG QIVGGV (XII) 

EEASQHLPYI EQ (XIII) 
' QKALGLLQT (XIV) 

SRGNHVSPTH YVPESDAA (XV) 

PQRKNKRNTN RRPQDVKFPG 

GGQIVGW (XVI) und 

AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 
Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 und 
vorzugsweise mindestens 8 Aminosauren aufweisen. Die Sequenz XI 
stamrat aus der NS5 -Region, die Sequenzen XII und XVI aus der 
Core Region, die Sequenzen XIII, XIV und XV aus der NS4 Region 
und die Sequenz XVII aus der NS3 Region von HCV. Die Aminosau- 
resequenzen XI bis XVII sind in den Sequenzprotokollen SEQ ID 
NO. 11 bis SEQ ID NO. 17 dargestellt. Vorzugsweise enthalten 
Peptide mit den oben genannten Epitopen zusatzlich einen 
Spacerbereich, der eine Metallchelat-Markierung tragt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 
Metallchelat-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 50 
und vorzugsweise* maximal 3 0 Aminosauren aufweist und am 
Aminoterminus oder/und an Aminoseitengrupen mit mindestens 
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einem rutnineszierendem Metallchelat , vorzugsweise einen 
Metallchelat-Aktivesterderivat gekoppelt ist. Vorzugsweise ist 
das lumineszierende Metallchelat ein Rutheniumchelat . 

Das erf indungsgemafie Peptid ximfaSt vorzugsweise einen inununo- 
logisch reaktiven Epitopbereich, der mit Antik6aT>em, z.B. aus 
Humanseren reagieren kann, und einen imraiinologisch nicht 
reaktiven Spacerbereich, wobei der Spacerbereich mindestens 
eine Metal 1 chela tmarkierung trftgt. Vorzugsweise ist der 
Spacerbereich am Aminoterminus des Peptids angeordnet, und hat 
eine Lange von 1 bis 10 Aminosiuren . Der Epitopbereich stansnt 
vorzugsweise aus den Aminosauresequenzen von HIVI oder HCVII 
einschlieClich Varianten, z.B. Subtypen davon, z.B. HIV Subtyp 
O, und ist eine der Aminosauresequenzen I bis XVII oder eine 
Teilsequenz davon. 

Die- vorliegende Erf induing betrifft auch die Verwendung von 
Metallchelat -markierten Peptiden als Antigene bei einem 
immunologischen Verf ahren zur Bestimmung von spezif ischen 
Antikorpern in einer Probef lussigkeit . Vorzugsweise werden 
solche Antikorper bestitnmt. die auf eine Infektion durch 
Mikroorgani smen , wie e twa Bakterien , Viren oder Protozoen , 
hinweisen. Besonders bevorzugt werden gegen Viren gerichtete 
Antikorper, z.B. gegen HIV oder Hepatitis -Viren gerichtete 
Antikorper bestimmt. Die Probef lussigkeit ist vorzugsweise 
Serum, besonders bevorzugt humanes Serum. Weiterhin ist 
bevorzugt, dafi die erf indungsgemaSen Metallchelat-markierten 
Peptide bei einem immunologischen Verfahren im Briickentestf or- 
mat eingesetzt werden. 

AuSerdem betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur 
immunologischen Bestimmung eines spezifischen Antikorpers ir 
einer Probef lussigkeit , welches dadurch gekennzeichnet ist, daf 
man die Probef lussigkeit mit einem ersten markierten Antigen, 
das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet ist und eir 
Metallchelat -markiertes Peptid, wie oben definiert, umfafit, 
inkubiert und den Antikorper uber eine Bindung mit dem Peptic 
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nachweist. "Vorzugsweise . verwendet man als erstes Antigen ein 
mit einem Ruthenium- , Rhenium- , Iridium- oder Osmiumchelat 
markiertes Peptid. 

Das erfindungsgemaSe immunologische Bestimmungsverf ahren kann 
an sich nach jedem bekannten Test format erfolgen, z.B. in einem 
homogenen Immunoassay mit einer einzigen Reaktionsphase oder in 
einem heterogenen Immunoassay mit mehr als einer Reaktions- 
phase. Vorzugsvreise wird ein heterogenes Testformat verwendet, 
hex dem das Vorhandensein des Antikorpers in Anwesenheit einer 
Festphase nachgewiesen wird, Eine Ausfuhrungsf orm dieses 
Testformats ist das sogenannte Doppelantigen-Briickentestkon- 
zept. Hierbei wird die Probe flussigkeit in Gegenwart einer 
Festphase mit dem ersten Antigen und einem zvreiten Antigen 
inkubiert, das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerichtet 
ist und (a) an die Festphase gebtinden ist, oder (b) in einer an 
die Festphase bindefahigen Form vorliegt. Der zu bestimmende 
Antikorper in der Probef lussigkeit wird durch Bestimmung der 
Markierung in der Festphase oder/und in der flussigen Phase 
nachgewiesen. Vorzugsweise ist das zweite Antigen mit Biotin 
markiert und ist an eine Festphase bindefahig, die mit 
Streptavidin oder Avidin beschichtet ist. Vorzugsweise ver- 
wendet man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid. 

Die Testdurchfuhrung beinhaltet vorzugsweise ein Mischen der 
Probef lussigkeit mit dem ersten Antigen und dem f estphasensei- 
tigen zweiten Antigen, urn einen markierten, immobilisierten 
Komplex aus erstem Antigen, Antikorper und f estphasengebundenem 
zweiten Antigen zu erhalten. Gegenuber anderen Testformaten zum 
Nachweis von Antikorpem fuhrt das Bruckentestf ormat sowohl zu 
einer Verbesserung der Sensitivitat , d,h, es werden alle 
Immunglobulinklassen, wie etwa IgG, IgM, IgA und IgE, erkannt, 
als auch der Spezifitat, d.h. es wird die unspezif ische 
Reaktivitat verringert. 
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Ein weiterer Vorteil (Jes Doppelantigen-Brackentestf ormats , bei 
dem ein f estphasenseitiges und ein Metallchelat-markiertes 
Peptid als Antigene eingesetzt werden, besteht in der Moglich- 
keit der Verringerung des Risikos einer falsch negativen 
Bewertung von Proben. die einen hohen Titer des zu bestimmenden 
Antikorpers aufweisen, iafolge des Hook-Effekts und zwar durch 
eine Erhohung der Anzahl von Markierungsgruppen pro Peptid 
vorzugsweise auf 2 bis 10 Markierungsgruppen. Die Erhohung der 
Aazahl von Metallchelat -Markierungsgruppen fvihrt infolge der 
Ainpli-f-ikation des Signals uber den Rezeptor zur Verbesserung 
der Hook- Sens it ivitat gegeniiber Testfiihrungen mit direk-t 
nachweisbaren Markierungsgrxjppen . 

Der Nachweis der lumineszierenden Metallchelatgruppe erfolgt 
vorzugsweise durch Elektrochemilumineszenz , wobei lumineszie- 
rende Spezies elektrochemisch an der Oberf lache einer Elektrode 
erzeugt werden. Der Nachweis der Lumineszenz kann qualitativ 
Oder /und quantitaiv erfolgen. Beispiele zur Durchf^ihrung von 
Lumineszenz-Assays finden sich in EP-A-0 580 979. WO 90/05301. 
WO 90/11511 und WO 92/14138. Auf die dort offenbarten Verfahren 
und Vorrichtungen fur Lumineszenz-Assays wird hiermit Bezug 
genommen. Die Festphase in Elektrochemilumineszenz -Assays 
besteht vorzugsweise aus Mikropartikeln, besonders bevorzugt 
magnet ischen Mikropartikeln. die mit einer Beschichtung 
versehen sind, die mit dem f estphasenseitigen zweiten Antigen 
wechselwirkt . Vorzugsweise sind die Mikropartikel mit 
Streptavidin beschichtet. 

Die Elektrochemilumineszenz -Messung wird vorzugsweise ir. 
Gegenwart eines Reduktionsmittels fiir den Metallkomple> 
durchgefuhrt. z.B. einem Amin. Bevorzugt sind aliphatische 
Amine, insbesondere primare. sekundare und tertiare Alkylamine, 
deren Alkylgruppen jeweils ein bis drei Kohlenstof f atome 
aufweist. Besonders bevorzugt ist Tripropylamin . Das Amin kani 
jedoch auch ein aromatisches Amin, wie Anilin oder ein hetero- 
cyclisches Amin sein. 
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Weiterhin kann gegebenenf alls als Verstarker ein nichtionisches 
oberflachenaktives Mittel, z,B. ein ethoxyliertes Phenol 
vorhanden sein. Derartige Substanzen sind beispielsweise 
kommerziell unter den Bezeichnungen Triton XlOO oder Triton N- 
401 erhaltlich. 

Andererseits kann der Nachweis der lumineszierenden Metall- 
chelatgruppe auch durch Fluoreszenz erfolgen, wobei das 
Metallchelat durch Bestrahliing mit einem Licht der geeigneten 
Wellenlange angeregt \md die daraus result ierende Fluoreszenz - 
strahlung gemessen • wird. Beispiele zur Diircfffiahrung von 
Fluoreszenz -Assays finden sich in EP-A-0 178 450 und EP-A-0 255 
534. Auf diese Offenbarxing wird hiermit Bezug genomtnen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein 
Reagenz zur itnmunologischen Bestimmung eines spezif ischen 
Antikorpers, das mindestens ein erf indungsgemafies Metallchelat - 
markiertes, mit dem zu bestimmenden AntikSrper reagierendes 
Peptid enthalt. Wird das Reagenz in einem Doppe 1 antigen - 
Bruckentest verwendet, so enthalt es vorzugsweise (a) das 
Metallchelat-markierte Peptid, und (b) ein weiteres, mit dem zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Antigen, das an eine 
Festphase gebunden ist oder in einer an eine Festphase bindefa- 
higen Form vorliegt. 

Die Erfindung betrifft schlieSlich auch ein Aminosaurederivat 
der allgemeinen Fonneln (la) oder (lb) , 



C H r3 C 



R*NH H 



X„M 



(la) 



0 

n 



^ C H 



y 



(lb) 



NH 
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worin: 

Wasserstoff oder eine kationische Gruppe, z.B. ein Alkali- 
metal 1- Oder ein Ammoniumion , ist, 
r2 Wasserstoff oder eine Aminoschutzgruppe fur die Fest- 
phasen-Peptidsynthese ist, 
eine Ci-Cj-Alkylengruppe ist, 
Y die Seitenkette einer beliebigen Aminosaxire ist, xmd 
VSX^ eine lumineszierende Metallchelatgruppe ist, in der das 
Metall M durch n gleiche oder verschiedene Liganden X 
chelatiert ist. 

Bei dem Aminosaurederivat der allgemeinen Formel (la) ist die 
Metallchelatgruppe MX„ an die primare Aminoseitengruppe einer 
Aminosaure wie etwa Lysin oder Omithin gekoppelt. Im Aminosau- 
rederivat der allgemeinen Formel (lb) ist die Metallchelat- 
gruppe an die a-Aminogruppe einer beliebigen Aminosaure, z.B. 
einer natiirlichen Aminosaure oder einer artef iziellen Aminosau- 
re, die gegebenenfalls eine Schutzgruppe tragen kann, gekop- 
pelt. Aminosaurederivate der allgemeinen Formel (la) konnen 
innerhalb oder an den Enden der Peptidsequenz eingefuhrt 
werden. Aminosaurederivate der allgemeinen Formel (lb) konnen, 
sofern sie keine primare Aminosauregruppe im Rest Y enthalten, 
nur an den N-Terminus der Peptidsequenz eingefuhrt werden. 

Die Metallchelatgruppe MX„ hat vorzugsweise die Strukt\ir MLiLjLj, 
wobei Li, Lj, Lj gleich oder verschieden sind und jeweils einer 
Liganden mit mindestens 2 N-haltigen Heterocyclen, z.B. 
Bipyridyl oder Phenanthrolyl . bedeuten und einer diesei 
Liganden gegebenenfalls uber eine Spacergruppe an eine Amino- 
gruppe der Aminosaure gekoppelt ist. 

Ein Beispiel fur ein erf indungsgemaSes Lysin- Rut heniumchelal 
(Fmoc-Lys(BPRu) -OH) ist in Fig. 1 gezeigt. 



Weiterhin wird die vorliegende Erf indung durch die nachfolgen 
den Beispiele, Sequenzprotokolle und Figuren beschrieben. 
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Es zeigeh 

SEQ ID NO. 1: 

SEQ ID NO. 2: 

SEQ ID NO. 3: 

SEQ ID NO • 4 : 

SEQ ID NO. 5: 

SEQ ID NO. 6: 

SEQ ID NO. 7: 

SEQ ID NO. 8: 

SEQ ID NO. 9: 

SEQ ID NO.IO: 
SEQ ID NO. 11: 
SEQ ID NO. 12: 
SEQ ID NO. 13: 
SEQ ID NO. 14: 
SEQ ID NO. 15: 
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die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 
gpl20-Bereich von HIVI, 

die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 
dem gpl20-Bereich von HIVI, 

die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 
dem gpl20-Bereich von HIVI , Subtyp O; 
die Aminosauresequenz des Epitops aus dem gp41- 
Bereich yon HIVI, 

die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 
dem gp41-Bereich von HIVI, 

die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIVI, 

die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 

gp41-Bereich von HIVI, Subtyp O; 

die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem gp41 -Bereich von HIVI, Subtyp O; 

die Aminosauresequenz noch eines weiteren 

Epitops aus dem gp41-Bereich von HIVI, Subtyp O; 

die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 
gp32 -Bereich von HIVII, 

die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS5- 
Bereich von HCV; 

die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem 
Core -Bereich von HCV; 

die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS4- 
Bereich von HCV; 

die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 
dem NS4 -Bereich von HCV; 

die Aminosauresequenz noch eines weiteren 
Epitops aus dem NS4 -Bereich von HCV; 
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SEQ ID NO . 16 : die Aminosauresequenz eines weiteren Epitops aus 

dem Core-Bereich von HCV; und 
SEQ ID NO. 17: die Aminosauresequenz eines Epitops aus dem NS3- 

Bereich von HCV und 
Figur 1: ein Ruthenium (bipyridyl) j-gekoppeltes und an der 

a-Aminogruppe geschiitzes Lysinderivat . 



Beisniel 1 

Herstellung von' Metallchelat-markierten Pepfeiden 

Die Metallchelat-markierten Peptide wurden mitt els Fluoren- 
ylmethyloxycarbonyl- (Fmoc) -Festphasenpeptidsynthese an , einem 
Batch-Peptidsynthesizer, z.B. von Applied Biosystems A431 oder 
A433. hergestellt. Dazu wurden jeweils 4.0 Aquivalente der in 
Tabelle 1 dargestellten Aminosaurederivate verwendet: 
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TabellQ l: 



A 


Fmoc-Ala-OH 


C 


F^oc-Cys (Trt) -OH 


D 


Fmoc-Asp (OtBu) -OH 


E 


Fmoc-6lu (OtBu) -OH 


F 


Fmoc-Phe-OH 


6 


Pmoc-Gly-OH 


H 


Fmoc-His (Trt) -OH 


I 


Fmoc-Ile-OH 


Kl 


Pmoc-Lys (Boc) -OH 


K2 


Boc-Lys (Fmoc) -OH 


K3 


Fmoc-Lys (BPRu) -OH 


L 


Fmoc -Leu -OH 


M 


Fmoc-Met-OH 


N 


Fmoc-Asn (Trt ) -OH 


P 


Fmoc -Pro -OH 


Q 


Fmoc-Gln (Trt) -OH 


R 


Fmoc-Arg (Pmc) -OH 


S 


Fmoc-Ser (tBu) -OH 


T 


Fmoc-Thr (tBu) -OH 


U 


Fmoc - ISAlanin-OH 


V 


Fmoc-Val-OH 


W 


Fmoc-Trp-OH 


Y 


Fmoc -Tyr (tBu) -OH 


Z 


Fmoc- e -Aminocapronsaure-OH 


Nle 


Fmoc- e -Norleucin-OH 


Abu 


Fmoc - y- Aminobut t ersSure -OH 



Bei der Variant e (a) - Einfuhrung der Markierung nach Beend 
gung der Festphasensynthese - vmrde aktiviertes BPRu-COOH 
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die N-te-minale Aminosaur.e des Peptids gekoppelt. Das Lysin- 
Derivat Kl-wurde fur den Spacerbereich und das Lysin-Derivat K2 
fur den Epitopbereich verwendet. 

GemaS Variante (b) erfolgte die Einfuhrung von Metallchelat- 
gruppen in die Peptidsequenz durch direkten Einbau von Metall- 
chelat -gekoppelt en Aminosaurederivaten, z.B. innerhalb der 
Sequenz .Ober einen mit Metallchelat-Aktivester e-derivatisier- 
ten Lysinrest, z.B. das Lysin-Derivat K3 (Fig. 1) oder N- termi- 
nal durch Verwendung eines a-derivatisierten Aminosaurerests . 

Die Aminosauren oder Aminosaurederivate wurden in N-Methylpyr- 
rolidon gelost. Das Peptid wurde an 400-500 mg 4-(2',4'- 
Dimethoxyphenyl-Fmoc-Aminoraethyl) -Phenoxy-Harz (Tetrahedron 
Letters 28 (1987), 2107) mit einer Beladung von 0,4-0,7 tmnol/g 
aufgebaut (JACS 95 (1973) , 1328) . Die Kupplungsreaktionen 
wrden bezuglich des Fmoc-Aminosaurederivats mit 4 Equivalent en 
Dicyclohexylcarbodiimid und 4 Aquivalenten N-Hydroxybenzotri- 
azol in Dimethylformamid als Reaktionsmedium wahrend 20 min 
durchgef uhrt . Nach jedem Syntheseschritt wurde die Fmoc-Gruppe 
mit 20%igem Piperidin in Dimethylformamid in 20 min abgespal- 
ten. 

Bei Anwesenheit von Cysteinresten in der Peptidsequenz erfolgte 
unmittelbar nach Beendigung der Synthese eine Oxidation an der 
Festphase mit Jod in Hexafluorisopropanol/Dichlormethan. 

Die Freisetzung des Peptids vom TrSger und die Abspaltung der 
saurelabilen Schutzgruppen erfolgte mit 20 ml Trif luoressig- 
saure. 0,5 ml E thandi thiol , 1 ml Thioanisol, 1,5 g Phenol und 
1 ml Wasser in 40 min bei Raumtemperatur . Die Reaktionslosunc 
wurde anschliefiend mit 300 ml gekuhltem Diisopropylether 
versetzt und zur vollstSndigen FSllung des Peptids 4 0 min bei 
O'C gehalten. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Diisopro- 
pylether nachge was Chen, mit wenig 50 %-iger Essigsaure gelost 
und lyophilisiert . Das erhaltene Rohmaterial wurde mittels 
praparativer HPLC an Delta-PAK RP CIS-Material (Saule 50 x 30C 
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mm, 100 A, "15 /i) uber einen entsprechenden Gradienten (Eluent 
A: Wasser, 0,1% Trif luoressigsaure , Eluent B: Acetonitril, 0,1% 
Trif luoressigsaure) in ca. 120 rain, auf gereinigt . Die Identitat 
des eluierten Materials wurde mittels lonenspray-Massenspek- 
trometrie gepruf t . 

Die Einfuhrung der Metallchelat-Markiemng erfolgte getnafi 
Variante (a) uber entsprechende Aktivester-Derivate an die 
freie N-terminale Aminogruppe des tragergebundenen Peptids. 
Hierzu warden 4 Aquivalente BPRu-COOH pro freie primare 
Aminofunktion, aktiviert mit N-Hydroxybenzotriazol/Dicyclo- 
hexylcarbodiimid und in wenig DMSO gelost, zugetropft und bei 
Raumtemperatur geriihrt. Der Umsatz wurde uber analytische HPLC 
verfolgt. Nach Abspaltung vom Trager wurde das Produkt mittels 
praparativer HPLC auf gereinigt . Die Identitat des eluierten 
Materials wurde mittels lonenspray-Massenspektrometrie gepruf t. 

Die Herstellung der Peptide erfolgte auch durch eine Kom- 
bination von Variante (a) und (b) , d.h. Einbau von Metall- 
chelat-gekoppelten Aminosaurederivaten innerhalb der Sequenz, 
Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Ginippe und Reaktion der freien 
N-terminalen Aminogruppe mit einem Metallchelat-Aktivesterderi- 
vat . 

Bei einem ausschliefilich direkten Einbau der Metallchelat- 
gekoppelten Aminosaurederivate wahrend der Festphasensynthese 
gemaS Variante (b) war eine nachtragliche Einfuhrung von 
Metallchelat-Aktivestern nicht mehr erf orderlich. 

Aus den Bereichen gpl20, gp41 und gp32 von HIVI bzw. HIVII 
wurden die in Tabelle 2 dargestellten Peptidverbindungen 
hergestellt. . 
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Tabelle 2 : Ruthenylierte lineare Peptide 



gpl20 


BPRu -UZU-NNTRKS IS IGPGRAFYT 
BPRu-UZ-NTTRSISIGPGRAFY 
BPRu(ethylenglykol) -UZ-NTTRSISIGPGRAFY 
NNTRKSISIGPGRAFYT-K (BPRu) 
BPRu-UZU- IDIQEERRMRIGPGMAWYS 


-gp4l/l 


BPRu-UZU-AVERYLKDQQLLGIW 
BPRu'-UGGG- QARILAVERYLTOQQLLGIWGftSG 
BPRu-GGGG-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG 
BPRu-UZU-WGIRQLRARIiLALETLLQN 


gp4l/2 


BPRu-UZU-LGIWGCSGKLICTTAV 
BPRu-UGGG-GCSGKLICTTAVPWNASWS 
(GCSGKLICTTAVPWNASWS)K- (BPRu) 


gp4l/3 


BPRu - UZD-KDQQLLGIWGSSGKL 


gp4l/4 


BPRu-UZU-ALETLLQNQLLSLW 


gp32 


BPRu-UZU-NSWGCAFRQVCHTT 

BPRu - GGG- QAQLNSWGCAFRQVCHTTVPWPNDSLT 



Aus dem NS5-Bereich. dem NS4-Bereich und dem Core-Bereich vor 
HCV vAirden die in der f olgenden Tabelle 3 dargestellten Peptide 
synthetisiert . 



wo 96/03651 



PCT/EP95/02916 



- 23 - 



Tabelle 2 i Ruthenylierte lineare Peptide 



uoirex 


B PRu - GGGG - KNKRNTNRR 


Corel+2 


B PRu - UZU - KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQ I VGGV 


NS4/1+2 


BPRu -U2 - SQHLPYIEQG-NleNle - LAEQFKQQALGLLQT 


NS4/3m 


BPRu -UZ - SRGNHVSPTHYVPESDAA 


NS5/1 


BPRu -02 - SRPFAn&TiPVW&P PD 


Corel+2+3 


BPRu -UZ - KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQI VGGVLLPRR 


Corelm 


BPRu-UZ-NPKPQKKNKRNTNRR 


Core 3 m 


BPRu - UZ - GQIVGGVYLLPRRGPRLG 


Core2m 


B PRu - UZ - PQDVKFPGGGQ I VGGV 


NS4/3m-I 


BPRu -UZU- SRGNHVSPTHYVPESDAA 


NS4/1 


BPRu-UZU-SQHLPYIEQ 



Die Herstellung Biotin-markierter Peptide erfolgte entweder N- 
terminal durch eine Derivatisierung am Harz (Biotin-Aktivester) 
Oder in die Sequenz uber einen mit Biotinaktivester- e -derivati- 
sierten Lysinrest (Fmoc-Lys (Biotin) -OH) . 



BeisDiel :> 

In einem Doppelantigen-Bruckentest vmrde ein erf indungsgemafies 
Peptidantigen mit einem rekombinanten Polypeptid-Antigen ver- 
glichen. In einem erf indungsgemafien Beispiel wurde das rutheny- 
lierte Peptid-Antigen gp41/2 (Tabelle 2) in Kombination mit 
einem biotinylierten Peptid-Antigen der gleichen Sequenz 
getestet. In einem Vergleichsbeispiel vmrde ein ruthenyliertes 
Polypeptid-Antigen rec . gp41 (Chang et al. Science 228 (1985), 
93-96) in Kombination mit einem biotinylierten Polypeptid- 
Antigen der gleichen Sequenz getestet. 
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Die Ergebiiisse dieses Tests zeigten, daS mit dem rekombinanten 
Polypeptid-Antigen praktisch keine Dif f erenzierung zwischen 
negativen und positiven Proben moglich ist, wahrend das Peptid- 
Antigen eine sehr gute Dif f erenzierung erlaubt. 
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. . SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhof er Str . 116 

(C) CRT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHIi: 6B305 

(ii) ANMEIiDETITEL: Metall clxe la t -ma rkierte Peptide 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 17 
(iv) COMPUTER- LESBARE FORM: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
{ Vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

Asn Asn Thr Arg Lys Ser He Ser He Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr 
15 10 15 

Thr 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 
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" (B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

Asn Thr Thr Arg S'er He Ser He Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr -T-h: 



1 5 



10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) IiANGE: 19 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gpl20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

He Asp He Gin Glu Glu Arg Arg Met Arg He Gly Pro Gly Met Ala 
15 10 15 

Trp Tyr Ser 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 24 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
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(D) TOPOLOGIE: linear, 
(ii) ART DES MOliEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
< vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: gp41 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Gin Ala Arg He Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gin Gin Leu 

i 5 " * 10 15 

Leu Gly He Trp Gly Ala Ser Gly 
20 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

Leu Gly He Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu He Cys Thr Thr Ala Val 
1 5 10 15 

Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser 
20 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 
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- (A) LANGE: 15 Amixiosauren 
(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SECaffiNT: gp41 

(xi) SEQUENZBESOJREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Lys Asp Gin Gin Leu Leu Gly He Trp Gly Ser Ser Gly Lys Leu 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 AminoBauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
{ vi ) URS PRUNGLI CHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 

(B) STAMM: Sxibtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gin Asn Gin Gin Leu Leu Ser Leu Trp 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART'DES MOLEKULS:. Pepcid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKDNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immvmodeficiency virus cype i 

(B) STAMM: Sxib type O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 

Leu Ser Leu Trp Gly^ Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser 
1 5 " * 10 15 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 19 Aitiinosauren 

(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 1 

(B) STAMM: Subtype O 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp41 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Trp Gly lie Arg Gin Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu 
^ 5 10 15 

Leu Gin Asn 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 10: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 27 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS : Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Human immunodeficiency virus type 2 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: gp32 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 

Gin Ala Gin Leu Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gin Val Cys Hii 
1 5 , 10 " 

Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 11: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 15 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS 5 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 

Ser Arg Arg Phe Ala Gin Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp 
s 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 12: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: AminosSure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART'DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/ SEGMENT: Core 

(Xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12: 

Pro Gin Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Gly Val 
1 5 10 15 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 13: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 12 Aminosauren 

(B) ART: Aminosiiure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOXiEKOLS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKDNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Glu Glu Ala Ser Gin His Leu Pro Tyr lie Glu Gin 
15 10 

(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 14: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 9 AminosSuren 

(B) ART: Aminos §ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
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(viii) POSITION IM GENOM: . 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 

(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 

Gin Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gin Thr 
15 

(2) INFORMATION 2U SEQ ID NO: 15: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANG E: 18 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS4 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp 



Ala Ala 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 16: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 28 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(vi) URSPRUNGLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: Core 
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(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 

Pro Gin Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gin Asp Val 
15 10 15 

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gin lie Val Gly Val Val 
20 25 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 17: 
(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

( A) IxANGE : 25 ' Aminos aur en 
(B) ART: Aminos aure 
(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 
(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 
( vi ) URSPRUNGLICHE HERKUNFT : 

(A) ORGANISMUS: Hepatitis C Virus 
(viii) POSITION IM GENOM: 

(A) CHROMOSOM/SEGMENT: NS3 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr Val Arg Leu Arg Ala 
1 5 ' 10 15 



Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val 
20 25 
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* PATENTANSPRUCHE 

1. • Verf ahren zur Herstellung von Metallchelat-markierten 

Peptiden, 

dadiirch gekennzeichnet, 
dafi man 

ein Peptid mit der gewunschten Aminosauresequenz an einer 
Festphase synthetisiert , wobei man 

(a) nach der Synthese ein aktiviertes lumineszierendet 
Metallchelat an die N-terminale primare Aminogruppe des 
Peptids koppelt, oder/und 

(b) wahrend der Synthese an mindestens einer Position des 
Peptids ein Aminosaurederivat einfuhrt, das kovalent mit 
einer lumineszierenden Metallchelat -Markierungsgruppe 
gekoppelt ist- 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichne^, 

dafi das lumineszierende Metallchelat ausgewahlt wird aus 
der Gruppe bestehend aus Ruthenium- , Rhenium- , Iridium- ^ 
und Osmiumchelaten. 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das lumineszierende Metallchelat ausgewahlt wird au: 
Rutheniumchelaten . 

4 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Liganden in den Metallchelaten ausgewahlt werde 
aus aromatischen heterocyclischen Polydentatliganden. 

5. Verf ahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet:, 

dafi die Liganden ausgewahlt werden aus Bipyridyl-, Bipyra 
zyl-, Terpyridyl- und Phenanthrolylliganden. 



4 
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6. Verfahfen nach Anspruch .5, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS das lumineszierende Metallchelat ausgewahlt wird aus 
Ruthenium (bipyridyl) 3-Chelaten, 

7. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gelcennzeichnet, 

dafi man in Variants (a) die Kopplung mit dem aktivierten 
Metallchelat vor der Abspaltung des Peptids von der 
Festphase und vor der Abspaltung von Schutzgruppen an 
reaktiven Seit^ingruppen der zur Peptidsynthese verwendeten 
Aminosaurederivate durchfuhrt. 

8 . Verfahren nach Anspruch l , 
dadurch gekennzeichnat, 

dafi in Variante (b) die Metallchelat -Markierungsgruppe an 
eine primare Aminogruppe des Aminosaurederivats gekoppelt 
ist. 

9- Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man ein Peptid synthetisiert , das einen immunologisch 
reaktiven Epitopbereich und einen Spacerbereich umfafit, 
wobei mindestens eine Metallchelat -Markierung an den 
Spacerbereich gekoppelt wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi der Spacerbereich eine Lange von 1 bis 10 Aminosauren 
aufweist . 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxy terminus 
des Peptids angeordnet ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11, 
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dadurch gelcennzeichnet , 

daS der Spacerbereich Aminosauren enthalt, die "Ladungen 
aufweisen oder/und Wasserstoff bracken ausbilden konnen. 

13. Verfahren nach einem der Anpruche 9 bis 12, 
dadiircli gekennzeichnet, 

daB die Aminosauren des Spacerbereichs ausgewahlt werden 
aus der Gruppe bestehend aus Glycin, S-Alanin, Y-Aminobut- 
tersaure, c - Aminocapronsaure , Lysin und und Verbindungen 
der Strukturf ortnel 

[ (CHj) „-0] ,-C3l2-CH2-COOH 
worin n 2 oder 3 ist und x 1 bis IP ist. 

14. Verfahen nach einem der Anspruche 1 bis 13, 
dadurch gekanzxzeichnet., 

daS man ein Peptid synthetisiert, das einen immunologiscfc 
reaktiven viralen Epitopbereich enthalt. 

15 . Verfahren nach Anspruch 14 , 
dadixrch gekennzeichnet, 

dafi man ein Peptid synthetisiern , das einen Epitopbereicl 
aus den Aminosauresequenzen von HIVI, HIVII oder HC^ 
enthalt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Epitopbereich ausgewahlt wird aus der Gruppe de: 
HIVI- und HIVII -Aminosauresequenzen 



NNTRKS I S IG PGRAFYT ( I ) 

NTTRS IS IGP GRAFYT (ID 

I D I QEERRMR I GPGMAWYS (III) 

QARILAVERY LKDQQLLGIW GASG ( IV) 

LGIWGCSGKL ICTTAVPWNA SWS (V) 

KDQQLLGIWG SSGKL (VI ) 



4 
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ALETLLQNQQ LLSLW . * . (VII) 

LSLWGCKGKL VCYTS { VI 1 1 ) 

WGIRQLRARL LALETLLQN (IX) and 

QAQLNSWGCA FRQVCHTTVP WPNDSLT ( X ) 

Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, 
dadurch gttk«nxiz«iclm«t, 

daS der Epito^bereich ausgewahlt wird aus der Garuppe der 
HCV-Axninosauresequenzen 



SRRFAQALPV 


WARPD 




(XI) 


PQDVKFPGGG 


QIVGGV 




(XII) 


EEASQHLPYi 


EQ 




(XIII) 


QKALGLLQT 






(XIV) 


SRGNHVSPTH 


YVPESDAA 




(XV) 


PQRKNKRNTN 


RRPQDVKFPG 






GGQIVGW 






(XVI) 


AWYELTPAET 


TVRLRAYMNT 


PGLPV 


(XVII) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen. 

18. Metallchelat-markiertes Peptid, das eine Lange von maximal 
50 Aminosauren aufweist und am Amino terminus oder/und an 
Aminoseitengruppen mit mindestens einem lumineszierenden 
Metallchelat gekoppelt ist. 

19. Peptid nach Anspruch 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS das lumineszierende Metallchelat ein Rutheniumchelat 
ist. 



20. Peptid nach Anspruch 18 oder 19, 
dadurch gekennzeichnet , 
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daS das Peptid einen immiinologisch reaktiven Epitopbereich 
und einen Spacerbereich umfafit, wobei der Spacerbereich 
mindestens eine Metallchelat-Markierung tragt. 

21. Peptid nach Anspruch 20, 
dadiirclx gekwnngalchnet , 

dafi ein Spacerbereich am Amino- oder/und Carboxyterminus 
des Peptids angeordnet ist. 

22. Peptid nach einetn der Anspruche 18 bis 21, 
dadurch gaJcexinzalchJiat, 

dafi der Epitopbereich aus den Aminosauresequenzen von 
HIVI, HIVII Oder HCV stannnt. 

23. Peptid nach Anspruch 22, 
dadurcfa. ffkwnnxeiclme t , 

daS der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe der 
HIVI- und HIVII -Aminosauresequenzen 



NNTRKSISIG 
NTTRSISIGP 
IDIQEERRMR 
QARIIiAVERY 
LGIWGCSGKL 
KDQQLLGIWG 
ALETLLQNQQ 
LSLWGCKGKL 
WGIRQLRARL 
QAQLNSWGCA 



PGRAFYT 

GRAFYT 

IGPGMAWYS 

LKDQQliLGIW 

ICTTAVPWNA 

SSGKL 

LLSLW 

VCYTS 

LALETLLQN 

FRQVCHTTVP 



GASG 
SWS 



WPNDSLT 



(I) 

(II) 

(III) 

(IV) 

(V) 

(VI) 

(VII) 

(VIII) 

(IX) und 

(X) 



Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens € 
Aminosauren aufweisen. 



24 . Peptid nach Anspruch 22 , 
dadxirch gekennzeichnet, 

daS der Epitopbereich ausgewahlt ist aus der Gruppe 
HCV-Aminosauresequenzen 



wo 96/03651 



PCT/EP95/02916 



- 39 - 



SRRFAQALPV 
PQDVKFPGGG 
EEASQHLPYI 
QKALGLLQT 



WARPD 



QIVGGV 
EQ 



(xrv) 

(XV) 



(XI) 
(XII) 



(XIII) 



SRGNHVSPTH 



YVPESDAA 



PQRKNKRNTN 
GGQIVGW 



RRPQDVKFPG 



(XVI) und 



AWYELTPAET TVRLRAYMNT PGLPV (XVII) 

Oder Teilsequenzen davon, die eine Lange von mindestens 6 
Aminosauren aufweisen. 

25. Verwendung von Metallchelat-markierten Peptiden, die durcji 
ein Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 17 herge- 
stellt wurden, oder von Peptiden nach einem der Anspruche 
18 bis 24 als Antigene bei einem immunologischen Verfahren 
zur Bestimmung von spezifischen Antikorpem in einer 
Probef lussigkeit . 

26. Verwendung nach Anspruch 25 bei einem immunologischen 
Verfahren im Bruckentestformat . 

27. Verfahren zur immunologischen Bestimmung eines spezifi- 
schen Antikorpers in einer Probef lussigkeit 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi man die Probef lussigkeit mit einem ersten markierten 
Antigen, das gegen den zu bestimmenden Antikorper gerich- 
tet ist und ein Metallchelat-markiertes Peptid, das durch 
ein Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17 herge- 
stellt wurde, oder ein Peptid nach einem der Anspruche 18 
bis 24 umfafit, inkubiert und den Antikorper uber eine 
Bindung mit dem Peptid nachweist. 



28. Verfahren nach Anspruch 27, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais man als erstes Antigen ein mit einem Ruthenium-, 
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Rhenium-, Iridium oder Osmiumchelat markiertes Peptid 
verwendet . 

29. Verfahren nach Anspruch 27 oder 28, 
dadurch gakennzeichzxet, 

dafi man die Probef lussigkeit in Gegenwart einer Festphase 
mit dem ersten Antigen und einem zweiten Antigen inku- 
biert, das gegen den zu beBtiramenden Antikorper gerichtet 
ist und 

(a) sm die Festphase gebxinden ist oder 

(b) in eifief an die Festpfiase bindef Shigen Form vorliegt , 
und den zu bestimmenden Antikorper durch Bestinimung der 
Markierung in der Festphase oder/und in der flussigen 
Phase nachweist. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadtxrch gekftzmxaicfanet, 

daB man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Antigen und eine Festphase, die mit Streptavidin oder 
Avidin beschichtet ist, verwendet. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man als zweites Antigen ein mit Biotin markiertes 
Peptid verwendet. 

32. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 31, 
dad\irch gekennzeichnet, 

daS man eine aus magnetischen Teilchen bestehende Fest- 
phase verwendet . 

33. Reagenz zur immunologischen Bestimmung eines spezifischer 
Antikorpers, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS es mindestens ein Metallchelat-markiertes , mit dem zi: 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid, das durch eir 
Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17 hergestellt 
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wurde, 'oder ein Metallchelat-markiertes, mit dem- zu 
bestimmenden Antikorper reagierendes Peptid nach einem der 
Anspruche 18 bis 24 enthalt . 

34. Reagenz nach Anspruch 33, 
dadurch gekennzeichnet« 
daS es 

(a) das Metallchelat-markierte, mit dem zu bestinnnend n 
Antikdrper reagierende. Peptid, und 

(b) ein weiteres, mit dem zu bestimmenden Antikorper 
reagierendes Antigen, das an eine Festpliase gebunden ist 
Oder in einer an eine Festphase bindef ahige Form vorliegt , 
enthalt . 

35. Aminosaurederivat der allgemeinen Formeln (la) oder (lb) 



O 
M 

^ C H 

I 

R'NH 



N 
H 



O 
I 

C 

/ \ 



(la) 



O 
11 



H 

C 
I 

NH 
1 

C 



(lb) 



worin : 

Wasserstoff oder eine kationische Gruppe ist, 
R' Wasserstoff oder eine Aminoschutzgruppe fur die Fest- 

phasen-Peptidsynthese ist , 
R^ eine Cj-Cs-Alkylengruppe ist, 

Y die Seitenkette einer beliebigen Aminosaure ist und 
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eine lumineszierende Metallchelatgruppe ist, in der 
das Metall M durch n gleiche oder verschiedene 
Liganden X chelatiert ist. 
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